dPCT/FTO 0 2 ^V)G 2001 

09/890841 , 



IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 



Application No. : 



U.S. National Serial No. : 



Filed : 



PCT International Application No. : 



PCT/FROO/00241 



VERmC ATIQN OF A TRANSLATION 



I, Susan POTTS BA ACIS 



Director to RWS Group pic, of Europa House, Marsham Way, Gerrards Cross, 
Buckinghamshire, England declare: 

That the translator responsible for the attached translation is knowledgeable in the French 
language in which the below identified international application was filed, and that, to the 
best of RWS Group pic knowledge and belief, the English translation of the international 
application No. PCT/FROO/00241 is a true and complete translation of the above identified 
international application as filed. 

I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are true and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 



Date: July 19, 2001 



Signature of Director : 




For and on behalf of RWS Group pic 



Post Office Address : 



Europa House, Marsham Way, 
Gerrards Cross, Buckinghamshire, 
England. 



09/890841 

JCQjj^'dPCT/PTO 0 2 AUG 2001' 

wo 00/46345 PCT/FROO/00241 



1 



PROCEDE DE DETECTION DE BACTERIES CULTIVEES 
EN CONDITION ANAEROBIE, 

5 La presente invention conceme un milieu de culture de bacteries, a utiliser en 
condition anaerobic^ comprenant au moins un complexe metallique qui permet la 
polymerisation oxydative d'un derive indoxyl et un substrat contenant un derive 
indoxyl conduisant a un compose colore insoluble. Ledit complexe metallique, en 
particulier le citrate de fer ammoniacal, a une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 
10 mg/ml, de preference 0,6 mg/ml. Avantageusement, le milieu de culture selon 
r invention pent comprendre un substrat tel que X-Gal, a une concentration comprise 
entre 10 et 500 mg/l. 

Des nombreuses methodes d' identification et de denombrement de souches 
15 bacteriennes ont ete developpees pour satisfaire les besoins en tests ou en outils de 
diagnostic dans tous les domaines techniques, et scientifiques qui touchent a la 
microbiologic, notamment la medecine et Tagro-alimentaire. 

De telles methodes peuvent s'averer extremement utiles pour le diagnostic des 
20 infections opportunistes dont les symptomes sont parfois peu caracteristiques de la 
cause exacte de la maladie. Par exemple, la maladie de Crohn (MC) est une maladie 
inflammatoire chronique du tube digestif. EUe se manifeste par des douleurs 
abdominales, de la diarrhee, de la fievre et une denutrition. Les lesions sont 
caracterisees par une atteinte de la parol digestive qui est enflammee, epaissie et 
25 ulceree. Cette maladie dure toute la vie, durant laquelle les patients subissent des 
poussees evolutives suivies de periodes de remission. 

Les travaux consacres aux modifications de la fiore au cours de la MC ont donne des 
resultats discordants. Cependant, la plupart d'entre eux s'accordent pour conclure a 
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une augmentation du nombre d'JE. coli et de Bacteroides du groupe fragilis. Aucune 
souche potentiellement pathogene n'a pu etre individualisee. 

L'etude d'une glycoproteine plasmatique excretee jdans les selles, Ta-l -proteinase 
5 inhibiteur, a mis en evidence une alteration du metabolisme bacterien chez les patients 
atteints de MC. En efFet, chez les sujets sains, cette glycoproteine est deglycosylee tout 
le long du colon suite a Taction des exoglycosidases d'origine bacterienne. Par contre, 
chez les patients, elle reste glycosylee, ce qui traduit un defaut d'activite de ces 
osidases. Ce defaut a ete effectivement prouve par des dosages d'activites 

10 glycosidasiques au sein d'extraits fecaux. Les activites enzymatiques, et notamment 
celle de la |3-galactosidase, ont ete trouvees fortement diminuees chez les patients par 
rapport aux temoins, Favier et al., (1996), Differenciation and identification of human 
fecal anaerobic bacteria producing P-galactosidase (a new methodology). Journal of 
Microgiological Methods 27, 25-31 ; Favier et al., (1997), Fecal p-D-galactosidase 

15 Production and Bifidobacteria Are Decreased in Crohn's Disease, Digestive Diseases 
and Sciences, 42, 817-822. 

La capacite de la flore fecale de ces patients et de sujets sains, incubee dans des 
conditions appropriees, a produire et a liberer la jJ-galactosidase, a ete etudiee. Pour ce 
20 faire, des echantillons fecaux sont cultives, en atmosphere anaerobie et a 37°C, dans un 
bouillon Wilkins Chalgren (WC) additionne de mucines gastriques de pore (afin de 
favoriser la croissance des germes et la production d'exoglycosidases). L'activite p- 
galactosidase est dosee sur les surnageants d'aliquotes preleves en debut (2h) et fin 
(22h) d'incubation. 

25 

Ainsi, une methodologie permettant de denombrer selectivement les germes anaerobies 
liberant la p-galactosidase dans les feces a ete developpee. Cependant, compte tenu de 
la complexity de la flore, les methodes, traditionnellement utilisees, qui consistent a 
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isoler les colonies, identifier les germes, puis doser I'activite enzymatique qu'ils 
produisent , ne semblent pas susceptibles de repondre au probleme pose. 

Recemment, Futilisation de substrats chromogenes, tels que le 5-Bromo-4-Chloro-3- 
5 Indolyl-P-D-galactopjo'anoside ou X-gal, a permis la detection des germes anaerobies 
Lac^. Suite a Thydrolyse enzymatique, le substrat subit une polymerisation oxydative 
qui provoque la formation d'un precipite bleu. Cette methodologie, qui permet de 
differencier, directement sur boite de Petri, les germes capables de liberer la P-gal dans 
le milieu, a ete appliquee a I'etude des germes fecaux de patients et de sujets sains. Les 
10 resultats obtenus ont ete rapproches de ceux tires de T analyse, a I'aide de milieux 
selectifs, des principaux groupes de germes connus pour leur capacite a produire la p- 
galactosidase : Bacteroides, Lactobacillus et Bifidobacterium. 

Des exemples de tels milieux sont presentes dans Chevalier, P., Roy, D. and Savoie, 
L., (1991) X-Gal based medium for simultaneous enumeration of bifidobacteria and 
15 lactic acid bacteria in milk, J. Microbiol, Methods 13, 75-83 ; et dans Livingston SJ, 
Kominos SD, Lee RB, (1978), New medium for selection and presumptive 
identification of the Bacteroides fi'agilis group, J. Clin, Microbiol 7, 448-453. 

Toutefois, ii est parfois difficile de visualiser les bacteries. On a mis au point, dans le 
20 cadre de la presente invention, un milieu contenant un complexe metallique oxydant 
qui permet notamment d'intensifier les halos de couleurs obtenus autour des colonies. 
Ce perfectionnement de la technique evoquee ci-dessus, a ete effectue de fafon a 
favoriser la reaction oxydative du substrat dans le milieu reduit necessaire a la 
croissance des bacteries en condition anaerobic. 

25 

Ainsi, aucun document de I'art anterieur ne decrit, ni ne suggere la presente invention 
telle que definie ci-apres. 



30 
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DESCRIPTION 

La presente invention conceme un milieu de culture de bacteries, a utiliser en 
condition anaerobic, comprenant au moins un complexe metallique qui permet la 
5 polymerisation oxydative d'un derive indoxyl et un substrat contenant un derive 
indoxyl conduisant a un compose colore insoluble. Ledit complexe metallique, en 
particulier le citrate de fer ammoniacal, a une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 
mg/ml, de preference 0,6 mg/ml. Le milieu de culture selon Tinvention peut 
comprendre au moins un selectionne parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag-Gal, Mag- 
10 a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal, a une concentration comprise entre 10 et 
500 mg/1, particulierement entre 50 et 200 mg/1, de preference a 100 mg/ml. 

On entend par « bacterie » dans le cadre de I 'invention, les bacteries anaerobies, 
aerobic anaerobies, et de toute bacterie produisant naturellement ou non une (3- 
15 galatosidase. Parmi les bacteries transformees, on peut citer notamment une bacterie 
transformee par un plasmide contenant le gene LacZ, eventuellement sous le controle 
d'un promoteur d'interet. 

Des lors, le milieu selon Tinvention est destine a la detection des bacteries anaerobies, 
20 aerobic anaerobies, et de toute bacterie produisant une p-galactosidase. 

On peut citer comme exemple les bacteries du genre Bifidobacterium, Clostridium, 
Citrobacter, Escherichia, et/ou Bacteroides, en particulier des souches 
Bifidobacterium bifidum, Clostridium perfringens, Clostridium butyricum, E, coli, 
et/ou Bacteroides fragilis, 

25 

De preference, ce milieu de culture comprend le milieu Columbia cysteine bien connu 
de rhomme du metier, dont les ingredients et les caracteristiques sont les suivants (en 
base qsp selon le fabricant) : 
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Glucose 5 g 

Chlorhydrate de cysteine 0,3 g 

Agar 5 g 

Eau 1000 ml 

5 pH 7,3 

Autoclavage 15 mm, 120*^C 



Neanmoins, le milieu selon Tinvention ne se limite pas a une liste d' ingredients 
particuliers, de sorte qu'il peut etre adapte a la culture d'une bacterie donnee que Ton 
10 cherche a detecter. Par exemple, le milieu TSC, decrit ci-dessous, peut servir de base 
pour la preparation du milieu selon T invention. 
Milieu TSC (base qsp selon le fabricant): 



Tryptose 15 g 

Peptone de farine de soja 5 g 

1 5 Extrait de levure 5 g 

Disulfite de sodium 1 g 

Agar-agar 15 g 

Eau 1000 ml 



20 Le milieu de culture selon Tinvention peut contenir en outre du sulfate de magnesium 
a une concentration comprise entre 5 mM et 100 mM, de preference 20 mM, et/ou au 
moins un antibiotique, par exemple la cycloserine de preference a 0,4 g/1, la neomycine 
additionnee de polymyxine de preference a 0.02 g/1 et 0,05 g/1 respectivement. 

25 Un aspect complementaire de la presente invention conceme un produit de 
combinaison comprenant au moins un complexe metallique oxydant et au moins un 
substrat contenant un derive indoxyl conduisant a un compose colore insoluble pour 
une utilisation simultanee, separee, ou etalee dans le temps, destine a la detection de 
bacteries. Ledit substrat peut-etre selectionne parmi X-Gal, X-Phos, X-acgImn, Mag- 
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Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal, et ledit complexe metallique est le 
citrate de fer ammoniacal. 

Ce produit de combinaison est caracterise en ce que le complexe metallique et le 
substrat sont vehicules dans un solvant aqueux a une concentration comprises entre 3 
5 et 900 mg/ml, de preference a 60 mg/ml, ou un solvant organique a une concentration 
comprises entre lOOmg/1 et 50 g/1, particulierement entre 500 mg/1 et 20 g/1, de 
preference a 10 g/1. Le produit de combinaison selon T invention peut contenir en outre 
du sulfate de magnesium a une concentration comprise entre 50 mM et 10 M, de 
preference 2 M, et/ou au moins un antibiotique. 
10 Un aspect avantageux de la presente invention a pour objet une trousse de detection de 
bacteries comprenant un produit de combinaison tel que defini ci-dessus. 

Dans le cadre de Tinvention, on entend par « detection » la visualisation, 
eventuellement T identification, et la quantification des bacteries. 

15 

La presente invention porte egalement sur un procede de detection de bacteries 
caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) On ajoute a un milieu susceptible de contenir lesdites bacteries, cultivees en 
condition anaerobie, au moins un substrat contenant un derive indoxyl conduisant a un 

20 compose colore insoluble, 

b) on ajoute au moins un complexe metallique oxydant, en particulier le citrate de fer 
ammoniacal, 

c) on visualise Tapparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies, 

25 

Dans un autre mode de realisation le procede de detection de bacteries comporte les 
etapes suivantes : 

a) On cukive lesdites bacteries dans un milieu selon F invention en condition 
anaerobie. 
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b) on visualise Tapparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies ; 
ou encore les etapes suivantes : 

a) On ajoute a un milieu, susceptible de contenir lesdites bacteries cultivees en 
5 condition anaerobic, un produit de combinaison selon 1' invention, 

b) on visualise Tapparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) et/ou 
une coloration des colonies, 

Un aspect supplementaire de la presente invention concerne Tutilisation d'un 
10 complexe metallique oxydant, de preference le citrate de fer ammoniacal, pour 
catalyser la polymerisation oxydative de derives indoxyl conduisant a un compose 
colore insoluble, notamment pour ameliorer la detection de la liberation d'un derive 
indoxyl par un enzyme a partir d'un substrat contenant un derive indoxyl, ledit substrat 
pouvant etre un substrat selectionne parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag-Gal, Mag- 
15 a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal. Ledit complexe metallique permet 
d'intensifier le halo de couleur et/ou pour augmenter la coloration des colonies. En 
effet, il reagit avec le derive indoxyl selon T invention pour donner un compose colore 
qui precipite, 

L'invention porte egalement sur I'utilisation d'un milieu, d'un produit de combinaison 
20 ou d'un kit tels que decrits ci-dessus pour la detection des bacteries qui possedent un 
enzyme permettant la liberation d'un derive indoxyl a partir d'un substrat contenant un 
derive indoxyL 

L'ajout du citrate de fer ammoniacal permet non seulement de visualiser des couleurs 
25 qui n'apparaissent pas en culture dans des jarres en condition anaerobic, mais 
egalement d'intensifier le halo de couleurs des colonies cultivees sous sachet plastique 
en condition anaerobie. Le milieu Columbia semble tout a fait avantageux pour 
I'apparition des couleurs. Bien entendu, les couleurs et I'intensite des couleurs 
obtenues dependent etroitement des souches, du niveau d' expression et de secretion de 
30 la P-galactosidase. 
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Les exemples ci-apres sont donnes afin d'illustrer la presente invention mais ils n'en 
limitent pas les modalites d' execution. 

5 EXEMPLE 1 : MILIEU DESTINE A LA DETECTION DES 
BIFIDOBACTERIES 

La capacite du citrate de fer ammoniacal (FAC) a augmenter la formation de Tindigo 
en sachet Generbag Anaer(g> et en jarre a ete determinee. 

10 

Une souche de Bifidobacterium bifidum a ete ensemencee sur le milieu Columbia 
cysteine + X-Gal avec ou sans FAC (0.3 g/l), puis on a teste I'efFet de I'ajout du FAC 
avant ou apres autoclavage/regeneration. 

15 Les colonies dans le sachet Generbag Anaer® sont entourees par un halo plus intense 
en presence de FAC, et les halos sont devenus visibles en jarre. 

Le denombrement bacterien montre une diminution du nombre de germes quand le 
FAC est ajoute au milieu apres autoclavage/regeneration. 

20 Ainsi, le FAC, ajoute avant regeneration du flacon, favorise Tapparition du halo. 

DifFerentes concentrations de FAC ont ensuite ete testees sur trois souches de 
Bifidobacterium, Les resultats sont presentes au tableau I ci-dessous 



Tableau I 



FAC(g/l) 


0 


0.3 


0.6 


0.9 


B. bifidum 


0 








B. longum 


0 




++ 


++ 


B. dentium 


0 









25 

0 : sans halo 

+ ->+-H- : intensite du halo 

: diminution du nombre de germe (ici de 90 %) 
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En consequence, 0.6 g/1 de FAC semble etre une concentration ideale pour visualiser la 
presence de halo autour des colonies Bifidobacterium apres culture dans une jarre. 

5 EXEMPLE 2 : ETUDE DE DEFFERENTS SUBSTRATS POUR FABRE 
APPARAITRE LA COLORATION EN ANAEROBIOSE PAR AJOUT DU FAC. 

On a teste differents substrats (100 mg/1) en milieu Columbia cysteine, en presence et 
en absence de FAC (0.6 g/1) 

10 

2.1 Milieu additionne de X-Gal 

La presence de FAC a permis d'observer la coloration due a I'hydrolyse du substrat X- 
Gal pour les colonies de Clostridium : 

Les colonies de C. perfringens (p-galactosidase+) sont ocres sans FAC ; bleu-vert avec 
15 un halo bleu en presence de FAC Les colonies de C butyricum (P-galactosidase+) 
sont cremes sans FAC ; creme-verdatre entourees d'un leger halo bleu vert avec le 
FAC Par contre, les colonies de Citrobacter (P-galactosidase+) restent cremes avec ou 
sans FAC : soit le FAC ne suffit pas pour voir la coloration, soit les germes n*ont pas 
hydrolyse le substrat. Dans cette souche le gene LacZ est sans doute sous le controle 
20 de Toperon lactose. Des lors, il est necessaire d'ajouter du lactose dans le milieu de 
culture pour induire Texpression de la P-galactosidase. 

Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont particulierement 
importantes pour les souches de C. perfringens^ et C butyricum, 

25 2.2 Milieu additionne de Mag-Gal 

Les colonies de C perfringens (p-galactosidase-*-) sont ocres sans FAC ; roses avec un 
halo rose en presence de FAC 

Les colonies de C butyricum ((J-galactosidase+) sont cremes sans FAC ; rosees avec 
un halo rose avec le FAC, et celles de Citrobacter (p-galactosidase+) sont cremes sans 
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FAC ; rosees avec le FAC. La presence de FAC a permis d' observer la coloration due 
a I'hydrolyse du substrat Mag-Gal pour les colonies de Clostridium butyricum et pour 
les Citrobacter, Les enzymes de ces demiers ne seraient done pas inductibles mais 
seraient plus capables d'hydrolyser le Mag-Gal que le X-Gal. 
5 Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont, dans Tordre, tres 
marquees pour la souche de : C perfringens, C butyricum^ Citrobacter. 

2.3 Milieu additionne de X-Phos 

Les colonies de C perfringens (phosphatase alcaline+) sont cremes sans FAC ; creme 
10 verdatre avec un leger halo bleu en presence de FAC. 

Les colonies de C butyricum (phosphatase alcaline-) sont cremes sans FAC ; cremes 
avec un halo tres clair pres de la colonic puis bleu en peripherie avec le FAC, et celles 
de Citrobacter sont cremes sans FAC ; bleu-vert avec un leger halo bleu-vert avec le 
FAC. 

15 Les colonies de£. coli sont cremes verdatre tres clair sans FAC et plus foncees avec le 
FAC. Enfin, celles de Bacteroides fragilis (phosphatase alcaline-H) sont cremes quand 
elles sont isolees, bleues en groupe sans FAC ; creme fonce, marron clair avec FAC. 

Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont tres marquees 
20 pour la souche de : Citrobacter^ viennent ensuite dans I'ordre : C butyricum^ C 
perfringens^ E, coli et, enfin B. fragilis. Meme si les couleurs ne sont pas nettes, la 
presence de FAC a permis d' observer la coloration (C perfringens, C butyricum), ou 
d'accroitre la couleur (£. coli) due a I'hydrolyse du substrat X-Phos. En ce qui 
conceme B, fragilis, cette libere des enzymes extra cellulaires qui forment des halos de 
25 couleurs indefmissables. 

2.4 Milieu additionne de Mag-Phos 

Les colonies de C. perfringens (phosphatase alcaline+) sont cremes sans FAC ; roses 
30 avec un halo rose en presence de FAC. Celles de C butyricum (phosphatase alcaline-) 
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sont cremes sans FAC ; roses avec un halo rose avec le FAC. Celles de Citrobacter 
sont cremes (centre plus fonce) sans FAC ; roses (gelose rosea) avec le FAC. 

Celles de E. coli sont cremes (centre plus fonce) sans FAC ; roses (gelose rosee) avec 
5 le FAC. Celle de Bacteroides fragilis sont rose-creme sans FAC ; rose-creme avec un 
halo brunatre avec FAC. 

La presence de FAC a permis d'observer la coloration due a Thydrolyse du substrat 
Mag-Phos pour les colonies de Clostridium, les E. coli et les Citrobacter. 
Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees 
10 pour les souches de : C. perfringens et C. butyricum, viennent ensuite Citrobacter et E. 
coli^ enfin B, fragilis. 

2.5 Milieu additionne de Mag-a-Gal 

15 Les colonies de C. perfringens (Mag-a-Gal+) sont cremes sans FAC ; rosees en 
presence de FAC. Celles de Bacteroides fragilis (Mag-a-Gal+) sont creme fonce sans 
FAC ; rose-creme avec FAC. Celles de C butyricum (Mag-a-GaH-), Citrobacter, et E. 
coli sont cremes sans FAC ; cremes plus ou moins foncees avec le FAC. 
Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees 

20 pour les souches de : C perfringens et B. fragilis., viennent ensuite C butyricum^ 
Citrobacter et E. coli. 

2.6 Milieu additionne de X-acglmn. 

25 Les colonies de C perfringens (X-acglmn+) sont cremes sans FAC ; cremes tres 
legerement verdatre en presence de FAC. Celles de C. butyricum (X-acgImn-) n'ont 
pas pousse sans FAC ; verdatres avec un halo bleu en presence de FAC. Bacteroides 
fragilis (X-acglmn+), Citrobacter etE. coli sont cremes avec ou sans FAC. 
Les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees 

30 pour les souches de : C. perfringens. 
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En conclusion, il ressort de ces etudes que les colorations sont apparues en milieu 
additionne de FAC, pour la majorite des colonies. Le C butyricum donne des resultats 
contredisant ses activites enzymatiques supposees ; toutefois, la souche utilisee n'est 
5 pas forcement representative de Tespece. 

EXEMPLE 3 : EXPERIENCES EN MILIEU TSC « NORMAL » 

Pour etre plus proche des milieux selectifs permettant les denombrements des 
10 Clostridii, on a realise une premiere etude en milieu de base TSC « normal » avec le 
disulfite et le FAC (1.0 g/1), et sans antibiotique. 

Les colonies de Clostridium perfringem sont noires. Que Ton ajoute du X-Gal, du 
Mag-Phos, du X-glu ou du X-glucu, les colorations dues a Thydrolyse de ces substrats 
15 restent difficiles a voir. Cependant, les halos gris-bleu autour des colonies de C 
perfringens en presence de X-Gal (100 mg/1, associe au Mag-Phos 50 m/1 ou au X- 
glucu 100 m/1) peuvent permettre de distinguer les C perfringens des autres germes. 
Ces halos sont observes egalement autour des colonies toutes bleues d'£. coli 
(uniquement en X-Gal+ Mag-Phos). 

20 

Ainsi, Tapparition de la coloration est genee par Tutilisation du disulfites par les C 
perfringens. II semble necessaire de travailler dans un milieu sans disulfite. 

EXEMPLE 4 : EXPERIENCES EN MILEU TSC SANS DISULFITE 

25 

Reprenant la base du milieu TSC (milieu TSC sans antibiotique, et cette fois sans 
disulfite), on a teste les substrats X-Gal, Mag-Gal, X-Phos et Mag-Phos (100 mg/1) en 
presence et en absence de FAC (0.6 g/1). Les colorations sont, en general, moins nettes 
qu*en milieu Columbia. 



30 
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Avec X-Gal, les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus 
marquees pour les souches de : C perfringens et E. coli, puis Citrobacter et B. fragilis. 
C butyricum reste creme avec FAC. 

Avec Mag-Gal, les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont 
5 plus marquees pour la souche de : C perfringens puis pour celles de E. coli et 
Citrobacter^ et enfin B. fragilis, C. butyricum n'a pas pousse en absence de FAC. 
Avec X-Phos les differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus 
marquees pour la souche de : E coli^ Citrobacter puis celles de C perfringens et B, 
fragilis. C butyricum n'a pas pousse en absence de FAC. 
10 Avec Mag-Phos les colonies sont juste plus foncees en presence de FAC, les 
differences entre le milieu avec FAC et le milieu sans FAC sont plus marquees que les 
souches de E. coli et Citrobacter puis pour celle de C. perfringens. 

En conclusion, il est preferable d'utiliser le milieu Columbia cysteine pour faire 
15 appar^tre une couleur plus intense compare au milieu TSC. 

Si on donne une valeur pour Tintensite des couleurs des colonies en fonction du 
substrat, la P-galactosidase semble permettre de visualiser d'avantage les C 
perfringens par rapport a la phosphatase (Voir tableau 11 ci-dessous) 



Tableau n 





C. perfringens 


C. butyricum 


Citrobacter 


K coli 


B. fragilis 


X-Gal 


3 


2 


0 


0 


0 


X-Gal TSC 


3 


0 


2 


3 


2 


Mag-Gal 


3 


2 


1 


0 


0 


Mag-Gal TSC 


3 


0 


2 


2 


1 






I : :.:.i33v 




•:::;i;i:2.5i::i;::' 




X-Phos 


2 


2 


3 


2 


1 


X-Phos TSC 


2 


0 


3 


3 


2 


Mag-Phos 


3 


3 


2 


2 


1 


Mag-Phos TSC 


2 


0 


3 


3 


0 


PHOSPHATASE ; 


:..2.25 ■; 


1.66 









.20 

0 : manque de donnees 

3 a 0 : intensite relative de la couleur des colonies pour un milieu donne avec un 
substrat donne 
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EXEMPLE 5 : ETUDE DE L'EFFICACITE DE L'AJOUT DES FERRI- 
5 CYANIDES POUR FAIRE APPARAITRE LA COLORATION EN 
ANAEROBIOSE 

On a utilise le ferri cyanide seul a 0.6 g/I. II n'y a aucune difference entre les milieux 
contenant ou non ce produits pour le substrat X-Gal. 
1 0 Seules les colonies de Bacteroides fragilis sont bleues avec le X-Phos en presence de 
ferri cyanide. 

Ainsi, le X-Phos + ferri cyanide peut etre un excellent milieu pour pre-identifier les 
Bacteroides. 

15 

EXEMPLE 6 : AMELIORATION DU MILIEU DESTINE A L'ETUDE DES 
CLOSTRIDn PAR AJOUT D' ANTIBIOTIQUES 

Pour se rapprocher du milieu TSC selectionnant les C. perfringens, on a ajoute des 
20 antibiotiques a la base TSC : 

- soit de la cycloserine (0.4 g/1) ; 

- soit de la neomycine additionnee de polymyxine (0.02 et 0,05 g/1 respectivement) ; 

- soit les trois ensemble. 

25 Toutes les colonies (C. perfringens, C butyricum, R coli, B. fragilis, Citrobacter) 
poussent en presence de cycloserine seule. Par contre, T association neomycine et 
polymyxine (0.02 g/1 et 0.05 g/1) permet d'inhiber la croissance de B, fragilis, K coli et 
Citrobacter. 

Les deux souches suivantes de Clostridium poussent : 



30 
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- les colonies de C butyricum restent cremes, 

- celles de C perfringens sont legerement coloree (colonies au centre rose avec Mag- 
Gal (100 mg/1) et FAC (0.6 g/1) et colonies au centre verdatre entourees d'un tres leger 
halo avec X-Gal (100 mg/1) et FAC (0.6 g/1)). 

5 

En milieu Columbia cysteine, les couleurs devraient etre plus foncees et Taddition 
d'antibiotiques, qui possedent le grand avantage d'etre autoclavables, devrait permettre 
d'inhiber les autres germes. 

10 La croissance des C butyricum n'est pas genante en milieu TSC etant donne que les 
colonies restent cremes, mais sera genante en milieu Columbia car les colonies ont des 
colorations proches de celles des C perfringens. 

15 
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REVENDICATIONS 

1. Milieu de culture de bacteries, a utiliser en condition anaerobic, comprenant au 
moins un complexe metallique permettant la polymerisation oxydative d'un derive 

5 indoxyl et un substrat contenant un derive indoxyl conduisant a un compose colore 

insoluble. 

2. Milieu de culture selon la revendication 1 dans lequel ledit complexe metallique a 
une concentration comprise entre 0,3 et 0,9 mg/ml, de preference 0,6 mg/ml. 

3. Milieu de culture selon Tune des revendi cations 1 et 2 dans lequel ledit complexe 
10 metallique est le citrate de fer ammoniacal. 

4. Milieu de culture selon la revendication 1 dans lequel ledit substrat est selectionne 
parmi X-Gal, X-Phos, X-acgImn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de 
preference X-Gal. 

5. Milieu de culture selon la revendication 4 dans lequel ledit substrat a une 
15 concentration comprise entre 10 et 500 mg/1, particulierement entre 50 et 200 

mg/1, de preference a 100 mg/ml. 

6. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 a 5 caracterise en ce qu'il est 
destine a la detection des bacteries anaerobies, aerobic anaerobies, et de toute 
bacterie produisant une P-galatosidase. 

20 7. Milieu de culture selon la revendication 6 caracterise en-ce qu'il est destine a la 
culture des bacteries du genre Bifidobacterium, Clostridium, Citrobacter, 
Escherichia, et/ou Bacteroides, en particulier des souches Bifidobacterium bifldum, 
Clostridium perfringens, Clostridium butyricum, E. coli, et/ou Bacteroides 
fragilis, 

25 8. Milieu de culture selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il comprend le 

milieu Columbia cysteine. 
9. Milieu de culture selon I'une des revendications 1 a 8 caracterise en ce qu'il 

comporte en outre du sulfate de magnesium a une concentration comprise entre 5 

mM et 100 mM, de preference 20 mM, et/ou au moins un antibiotique. 
30 10. Produit de combinaison comprenant au moins un complexe metallique oxydant et 

au moins un substrat contenant un derive indoxyl conduisant a un compose colore 
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insoluble pour une utilisation simultanee, separee, ou etalee dans le temps, destine 
a la detection de bacteries. 

11. Produit de combinaison selon la revendication 10 caracterise en ce que ledit 
substrat est selectionne parmi X-Gal, X-Phos, X-acglmn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et 

5 Mag*Phos, de preference X-Gal. 

12. Produit de combinaison selon Tune des revendications 10 et 11 caracterise en ce 
que ledit complexe metallique est le citrate de fer ammoniacal. 

13. Produit de combinaison selon Tune des revendications 10 a 12 caracterise en ce 
que ledit complexe metallique et ledit substrat sont vehicules dans un solvant 

10 aqueux a une concentration comprises entre 3 et 900 mg/ml, de preference a 60 

mg/ml, ou un solvant organique a une concentration comprises entre lOOmg/I et 50 
g/1, particulierement entre 500 mg/1 et 20 g/l, de preference a 10 g/1. 

14. Produit de combinaison selon Tune des revendications 10 a 13 caracterise en ce 
qu'il comporte en outre du sulfate de magnesium a une concentration comprise 

15 entre 50 mM et 10 M, de preference 2 M, et/ou au moins un antibiotique. 

15. Trousse de detection de bacteries comprenant un produit de combinaison selon 
Tune des revendications 10 a 14. 

16. Procede de detection de bacteries caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

20 a) on ajoute a un milieu susceptible de contenir lesdites bacteries, cultivees en 

condition anaerobie, au moins un substrat contenant un derive indoxyl 
conduisant a un compose colore insoluble, 
b) on ajoute au moins un complexe metallique oxydant, en particulier le citrate 
de fer ammoniacal, 

25 c) on visualise T apparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) 

et/ou une coloration des colonies. 

17. Procede de detection de bacteries caracterise en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) on cultive lesdites bacteries dans un milieu selon Tune des revendications 1 a 
30 9 en condition anaerobie, 

b) on visualise 1' apparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 
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18. Precede de detection des bacteries caracterise en ce qu'il compoite les etapes 
suivantes : 

a) on ajoute a un milieu, susceptible de contenir lesdites bacteries cultivees en 
condition anaerobie, un produit de combinaison selon Tune des 

5 revendications 10 a 14, 

b) on visualise T apparition d'un precipite de couleur autour des colonies (halo) 
et/ou une coloration des colonies. 

19. Utilisation d'un complexe metallique oxydant pour catalyser la polymerisation 
oxydative de derives indoxyl conduisant a un compose colore insoluble. 

10 20. Utilisation selon la revendication 19 pour ameliorer la detection de la liberation 
d'un derive indoxyl par un enzyme a partir d'un substrat contenant un derive 
indoxyl, ledit substrat pouvant etre un substrat selectionne parmi X-Gal, X-Phos, 
X-acglmn, Mag-Gal, Mag-a-Gal, et Mag-Phos, de preference X-Gal 

21. Utilisation selon la revendication 20 pour intensifier le halo de couleur et/ou pour 
1 5 augmenter la coloration des colonies. 

22. Utilisation selon Tune des revendications 20 a 21 caracterise en ce que le complexe 
metallique oxydant est le citrate de fer ammoniacal, 

23. Utilisation d'un milieu selon Tune des revendications 1 a 9 pour la detection des 
bacteries qui possedent un enzyme permettant la liberation d'un derive indoxyl a 

20 partir d'un substrat contenant un derive indoxyl. 

24. Utilisation d'un produit de combinaison selon Tune des revendications 10 a 14 
pour la detection des bacteries qui possedent un enzyme permettant la liberation 
d'un derive indoxyl a partir d'un substrat contenant un derive indoxyl. 
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